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Immobilisierung und Markierung von Biopolymeren 
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Die Erfindung betrifft Verfahren zur Immobilisierung von Biopolymeren, 
insbesondere von Nukleinsauren, an eine Festphase. Dabei konnen 
kovalente Bindungen zwischen primaren oder/und sekundaren Amingruppen 
der Biopolymere und mit Aminogruppen reaktiven Gruppen der Festphase 
geschlossen werden. Alternativ konnen die Biopolymere auch durch 
nichtkovalente Wechselwirkungen an die Festphase gebunden werden. 

Die Bindung von Nukleinsauren an die Oberflache von Festphasen ist ein 
sehr kritischer Schritt bei der Herstellung von Biochips. Ein derzeit 
angewandtes Standardverfahren beinhaltet die Verwendung von mit 
Polylysin beschichteten Oberflachen, auf denen DNA uber 
Adsorptionswechselwirkungen immobilisiert wird, wobei die Bindeeffizienz 
durch zusatzliche UV-Quervernetzung erhoht wird. Dieses Verfahren hat 
jedoch erhebliche Nachteile hinsichtlich der Wiederverwendbarkeit der 
Chips, der bindekapazitat, der Bes chrankung aur lange uNA-i-ragmente, der 
Beschadigung von DNA, z.B. durch Abspaltung von Purinbasen unter 
Bildung von Photodimeren, der Ablosung von Verbindungen und des 
Signalhintergrunds aufgrund unspezifischer Bindungen an die Oberflache 
wahrend der Hybridisierung. 

Es besteht daher ein Bedurfnis, eine wirksame und einfache Methode zur 
Bindung von Biopolymeren, insbesondere DNA und Oligonukleotiden 
beliebiger Lange, an Festphasen bereitzustellen, um die oben genannten 
Nachteile des Standes der Technik mindestens teilweise zu uberwinden. 

Gemaft vorliegender Erfindung wird ein neues Verfahren zur Herstellung von 
Biochips, insbesondere Nukleinsaurechips bereitgestellt, das auf einer 
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Bindung von Biopolymeren an eine Festphase beruht. In einer bevorzugten 
Ausfuhrungsformdieses Verfahrens werden Nukleinsauren immobilisiert, die 
an ihrem 5'-Ende eine Aminogruppe tragen und die durch enzymatischen 
Einbau von 5'-aminomodifizierten Nukleosidbausteinenin Nukleinsauren und 

anschliefSende ortsspezifische Spaltung der Nukleinsauren erhaltlich sind. 

Dieses Verfahren ist detailliert in der internationalen Patentanmeldung 

PCT/EP99/02320 beschrieben, auf die in diesem Zusammenhang 

ausdrucklich verwiesen wird. 



Ein erster Aspekt der Erfindung ist ein Verfahren zur kovalenten 
Immobilisierung von Biopolymeren an eine Festphase umfassend die 
Schritte: 

(a) Bereitstellen einer Festphase ausgewahlt aus metallischen 
Festphasen, oxidischen Festphasen und metallisch-oxidischen 
Festphasen, die auf mindestens einem Teil ihrer Oberflache Gruppen, 
die mit Aminogruppen eine Reaktion eingehen konnen, ausgewahlt 
aus Halogenid-, Aldehyd-, Epoxid-, Isocyanat- und Isothiocyanat- 
gruppen, enthalt, 

(b) Bereitstellen eines Biopolymers mit einer reaktiven Aminogruppe und 
kuv d lenies immoDHisieren des Bi opolymers an die Festphase, wobei 
die reaktive Aminogruppe des Biopolymers, bei der es sich 
vorzugsweise urn eine primare oder/und sekundare Aminogruppe 
handelt, mit einer reaktiven Gruppe der Festphase eine kovalente 
Bindung ausbildet. 



Die mit Aminogruppen reaktiven Gruppen der Festphase werden ausgewahlt 

ausHalogenidgruppenjnsbesondereAlkyl-oder/undArylhalogenidgruppen, 
Aldehydgruppen, Epoxidgruppen, Isocyanatgruppen und Isothiocyanat- 
gruppen, wobei Arylhalogenid-, Aldehyd- und Isocyanatgruppen bevorzugt 
sind. Diese reaktiven Gruppen werden durch Modifizierung der Festphase 
erzeugt. Die Festphase wird wiederum vorzugsweise ausgewahlt aus 
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Materialien auf Siliciumbasis, beisplelsweise Siiicium, Siliciumdioxid, 
Silicatglasern oder Silicium/Siliciumdioxid. 

Die in Schritt (a) des erfindungsgemafoen Verfahrens bereitgestellte 
aktivierte Festphase umfa&t vorzugsweise eine Struktur der allgemeinen 
Formel (I): 



Z - R 



(I) 



worm 



R 



Siiicium, Siliciumdioxid, ein Silicatglas oder eine 
oxidierte Siliciumschicht bedeutet, 

- (CH 2 ) n -Cl 



- (CH 2 ) n -N=CH- (CH 2 ) m -C 

Cl 

- (CH 2 ) n -NH-' O^T 



' H 



Cl 



O 

A 



(CH 2 ) n -CH-CH 



S (O) 

- (CH 2 ) n -NH-cJ-NH-R' -N=C=S (O) 



- (CH 2 ) n -NH-CH 2 - <CH 2 ) m -C v 



O 



H 



oder 



- (CH 2 ) n -N=C = S (O) 

bedeutet, 

R' einen Alkylen- oder Arylenrest, insbesondere einen 1 ,4-Phenylenrest 
bedeutet, und 

n und m jeweils eine positive ganze Zah! vorzugsweise von 1 bis 20 
bedeuten. 
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Diezu immobilisierenden Biopolymere werden vorzugsweise ausgewahlt aus 
Nukleinsauren, beispielsweise DNA-Molekulen, RNA-Molekulen oder/und 
Oiigonukleotiden, und Nukleinsaureanaloga wie beispielsweise peptidischen 
Nukleinsauren (PNA). 

Besonders bevorzugt werden aminomodifizierte Nukleinsauren oder 
Nukleinsaureanaloga mit einer Struktur der allgemeinen Formel (II) an die 
Festphase immobilisiert: 

FVNH-X-NS (||) 

worin 

R 1 Wasserstoff oder eine C r C 6 -Alkylgruppe bedeutet, 

NS eine Nukleinsaure, insbesondere eine DNA oder ein Oligonukleotid, 

oder ein Nukleinsaureanalogon bedeutet, 
X eine chemische Bindung oder eine Linkergruppe bedeutet und X mit 

dem 5'- oder/und 3'-terminalen Baustein von NS verknupft ist. 

Besonders bevorzugt bedeutet NS ein e Nukleinsaure und die Gruppe R'NH-X 
ist uber das 5'-C-Atom des 5'-terminalen Zuckerrest, bei dem es sich 
insbesondere urn einen Deoxyriboserest handelt, mit NS verknupft. X 
wiederum bedeutet vorzugsweise 

O 

x "(CH a ) nl - oder <CH 2 ) nl -0-P- 

OM 

worin 

n1 eine positive ganze Zahl oder 0, insbesondere von 1 bis 20, z.B. 3,6 

oder 1 2 bedeutet und 
M Wasserstoff oder ein Kation bedeutet. 



Die S'-aminomodifizierten Nukleinsauren konnen - wie in PCT/EP99/02320 
beschrieben - durch enzymatischen Einbau von 5'-aminomodifizierten 
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Nukleotidbausteinen in Nukleinsauren und anschlie&ende ortsspezifische 
Spaltung an der Aminogruppe erzeugt werden. Der enzymatische Einbau 
kann unter Verwendung von Enzymen ausgewahlt aus der Gruppe 
bestehend aus DNA-abhangigen DNA-Polymerasen, DNA-abhangigen RNA- 
Polymerasen, RNA-abhangigen DNA-Polymerasen, RNA-abhangigen RNA- 
Polymerasen und Terminalen Transferasen erfolgen. Besonders bevorzugt 
ist die T7 DNA-Polymerase oder verwandte Enzyme wie die T3 oder die SP6 
DNA-Polymerase oder Modifikationen dieser Enzyme. 

Die ortsspezifische Spaltung an der Aminogruppe kann durch 
Temperaturerhohung, z.B. auf mindestens 37°C, Einstellung saurer 
Bedingungen, z.B. pH < 5, Mikrowellenbehandlung, Laserbehandlung, z.B. 
mit einem Infrarotlaser oder/und 3'-seitig des die 5'-Aminogruppe 
enthaltenden Nukleotids durch enzymatischen Verdau, beispielsweise mit 
Exo- oder Endonukleasen oder Phosphodiesterasen, z.B. 3'-»5'- 
Schlangengiftphosphodiesterase erfolgen. 

Ebenso denkbar ist jedoch auch eine Verknupfung von X mit dem 3'- 
terminalen Baustein von NS. 



Die Immobilisierung der aminofunktionalen Biopolymere auf der Festphase 
erfolgt vorzugsweise unter alkalischen Bedingungen, z.B. bei einem pH-Wert 
von 9 bis 11. Die Biopolymere werden in einer Losung, gunstigerweise in 
Konzentrationen von 0,1 bis 100/vM, insbesondere 2 bis 50//M mit der zu 
beschichtenden Festphase in Kontakt gebracht. Eine zu beschichtende 
Flache hat eine GroGe von vorzugsweise 0, 1 bis 1 00 mm 2 , wobei in vielen 
Fallen mehrere Flachen auf einer Festphase mit gleichen oder 
unterschiedlichen Biopolymeren beschichtet werden. Nach dem 
Beschichten, z.B. durch Aufspotten, wird die Festphase getrocknet und 
anschliefcend in einem wassrigen Medium bei erhohter Temperatur, z.B. > 
40°C inkubiert. Auf diese Weise konnen beschichtete Festphasen erhalten 
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werden, die eine Bindekapazitat von bis zu einigen 100 fmol des 
Biopolymers, z.B. eines Oligonukeotids, pro mm 2 besitzen. 

Bei der Festphase kann es sich um einen Biochip handeln, der 
gegebenenfalis mehrere mit Nukleinsauren belegte definierte Flachen in 
Form von Array-Anordnungen enthalt. Vorzugsweise weist die Festphase 
eine Struktur der allgemeinen Formel (III) auf: 

Z - R 2 - Y - X - NS (III) 

worin Z die Festphase bedeutet, 
R 2 - (CH 2 ) n2 - bedeutet, 
Y - N=CH- (CH 2 ) m -CH=N-, 

- NH-CH 2 - (CH 2 ) m -CH 2 -NR 1 " / 

- NR 1 -, 



^Cl (OH) 
- MH-<^ ON, 

'NR 1 - 



S(O) S(O) 

ii ii 

- NH-C-NH- R' -NH-C-NR 1 - 
oder 

OH 
) 

- CH-CH 2 -NR 1 - 

bedeutet, R', R 1 , NS und X wie zuvor definiert sind, 

n2 eine positive ganze Zahl oder 0, insbesondere von 1 bis 20, z.B. 1, 

3, 6 oder 12 bedeutet, und 
m wie zuvor definiert ist. 
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Noch ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist eine Festphase 
mit immobilisierten Biopolyrmeren umfassend eine Struktur der allgemeinen 
Formel (II!) und die Verwendung der Festphase zur Untersuchung von 
Wechselwirkungen zwischen den immobilisierten Biopolymeren und freien 
5 Biopolymeren, die vorzugsweise aus biologischen Proben stammen und 
beispielsweise aus Nukleinsauren, Nukleinsaureanaloga, Peptiden, Poly- 
peptides Lipiden und Kohlenhydraten ausgewahlt werden konnen. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung werden 
als freie Biopolymere Nukleinsauren bzw. Nukleinsaureanaloga verwendet, 
die 5'-aminomodifizierte Nukleotidbausteine wie in PCT/EP99/02320 
beschrieben enthalten. Aufgrund der Labilitat der P-N-Bindung in diesen 
Nukleinsauren gegenuber Temperaturerhdhung, sauren Bedingungen, 
Mikrowellenbehandlung, Laserbehandlungoder/und enzymatischem Verdau 
is kann nach Beendigung der Untersuchung von Wechselwirkungen zwischen 
den immobilisierten Biopolymeren und den modifizierten freien Biopolymeren 
ein selektiver Abbau der freien Biopolymere erfolgen. Dies ist insbesondere 
bei Verwendung von langeren Nukleinsaurefragmenten als immobilisierten 
Biopolymeren und freien Biopolymeren von Bedeutung, bei denen die Lange 
20 doppelstrangiger Hybrid isierungsbereiche grower als 100 Basen und 
^^^^^ besonders bevorzugt grower als 200 Basen, z.B. 500 bis 2000 Basen, sein 
kann. Bei derartig langen Hybridisierungsbereichen ist die Ablosung von 
freien Biopolymeren nach Beendigung der Untersuchung ublicherweise nur 
unter relativ drastischen Bedingungen moglich, wodurch eine 
25 Wiederverwendung der immobilisierten Biopolymere fur eine 
Rehybridisierung erschwert wird. Diese Schwierigkeiten konnen bei 
Verwendung von Nukleinsauren mit 5'-aminomodif izierten 
Nukleotidbausteinen als Biopolymere beseitigt werden. In diesem Fall mu£ 
als immobilisiertes Biopolymer eine nicht-modifizierte Nukleinsaure 
30 eingesetzt werden. 





• 
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Ein zweiter Aspekt der Erfindung ist ein Verfahren zur kovalenten oder 
nichtkovalenten Immobilisierung von Biopolymeren an eine Festphase 
umfassend die Schritte: 

(a) Bereitstellen einer Festphase ausgewahlt aus metallischen 
Festphasen, oxidischen Festphasen und metallisch-oxidischen 
Festphasen, die mindestens auf einem Teil ihrer Oberflache 
Aminogruppen enthalt, 

(b) Bereitstellen eines Biopolymers und 

(c) Immobilisieren des Biopolymers an die Festphase, wobei die 
Aminogruppen enthaltende Festphase stabile kovalente oder 
nichtkovalente Wechselwirkungen mitdem Biopolymer, insbesondere 
einer Nukleinsaure, beispielsweise einer unmodifizierten Nukleinsaure 
oder einer aminomodifizierten Nukleinsaure (wie zuvor beschrieben) 
ausbildet. 

Die Aminogruppen der Festphase werden vorzugsweise durch Behandlung 
der Festphasenoberflache mit einer Aminosilylverbindung erzeugt. Diese 
Aminosilylverbindung weist vorzugsweise eine Struktur der allgemeinen 
Formel IV auf: 



wobei R 1 Wasserstoff oder eine C^^-Alkylgruppe, vorzugsweise einen 
Methylrest, bedeutet und n und m wie zuvor definiert sind. Besonders 
bevorzugt ist die Verbindung der Formel (IV) N-(6-Aminohexyl)- 
aminopropyltrimethoxysilan. 

Durch Bindung von Biopolymeren wird eine Festphase erhalten, 
beispielsweise ein Biochip, der gegebenenfalls mehrere mit Nukleinsauren 
belegte definierte Flachen in Form von Array-Anordnungen enthalt. 
Vorzugsweise weist die Festphase eine Struktur der allgemeinen Formel (V) 
auf: 



{R 1 0) 3 Si-(CH 2 ) n NH-(CH 2 ) m NH 2 



(IV) 
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i 

o 
i 

Z-O-Si- (CH 2 ) n -NH- (CHaU-NHa ~ NS 

5 / 
O 
i 

wobei NS, Z, n und m wie vorstehend definiert sind und 
oder nichtkovalente Wechselwirkung darstellt. 

10 

Die zu immobilisierenden Biopolymere werden vorzugsweise mittels 
Mikroinjektionspipetten auf der Festphase aufgebracht. Diese 
fl^fl^t Mikroinjektionspipetten sind beispielsweise Glaskapillaren, die an ihrer 
Wg£9 Offnung einen Durchmesser von 0,1 jjm bis 1 mm, vorzugsweise 0,5/vm bis 
15 100 jjm aufweisen. Mittels dieser Mikroinjektionspipetten konnen extrem 
kleine Flachenbereiche mit immobilisierten Biopolymeren auf der Oberflache 
erzeugt werden, was zu einer erheblichen Vergro&erung der Array-Dichte 
auf der Festphase fuhrt. Der Durchmesser einzelner Flachenbereiche auf der 
Festphase betragt vorzugsweise 0,5 bis 1 0 jjm, beispielsweise etwa 3 jjm, 
20 wahrend im Stand der Technik ublicherweise nur Durchmesser von etwa 
100 jjm erreicht werden. Die Verbesserung der Array-Dichte, die durch 
Verwendung von Mikroinjektionspipetten erreicht wird, ist insbesondere fur 
Festphasen mit Strukturen der allgemeinen Formeln (III) und (V) von 
Bedeutung. Es werden jedoch auch bei Array-Strukturen, die auf andere 
Weise hergestellt wurden, Verbesserungen erzielt. 



(V) 



- eine kovalente 



Vorzugsweise werden auf Hybridisierung basierende Wechselwirkungen der 
immobilisierten Biopolymere mit freien Biopolymeren untersucht. Urn eine 
optimale Hybridisierung zu erreichen, erfolgt nach dem Inkontaktbringen der 

30 beschichteten Festphase mit den freien Biopolymeren zunachst eine Denatu- 
rierung bei erhohter Temperatur und dann eine Inkubation bei der ge- 
wunschten Hybridisierungstemperatur fur eine ausreichende Zeitdauer und 
unter Verwendung eines geeigneten Hybridisierungspuffers. Bevorzugte 
Bedingungen fur die Hybridisierung insbesondere von cDNA-Molekulen an 

35 immobilisierte Oligonukleotide sind eine Hybridisierungstemperatur von 2 bis 
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10°C, eine Hybridisierungsdauer von mindestens 4 h und ein Hybridisie- 



siumionen bei einem pH-Wert von 7 bis 9 enthalt. Die Konzentration der 
freien Biopolymere, z.B. cDNA-Molekule betragt vorzugsweise 0,1 bis 10 
fjM. Nach der Hybridisierung wird bei einer fur die jeweils gewunschte 
Stringenz ausreichenden Temperatur (siehe Sambrook et al., Molecular 
Cloning, A Laboratory Manual ( 1 989), Cold Spring Harbor Laboratory Press) 
gewaschen. 

Die Festphase kann beispielsweise zur Sequenzierung von Nukleinsauren, 
fur Untersuchungen der Expression von Genen, der Funktion von Genen 
und des Metabolismus eingesetzt werden. Weitere Anwendungen der 
Festphase sind das Auffinden neuer Wirkstoffe und Medikamente bzw. 
deren Wirkung und gegebenenfalls Nebenwirkungen, der Nachweis 
gentechnisch veranderter Lebensmittel und die Detektion von Mutationen. 

Noch ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist eine Vorrichtung zur 
Durchfuhrung von Untersuchungen von auf einer Hybridisierung basierenden 
Wechselwirkungen von immobilisierten und freien Biopolymeren, umfassend 
eine erfindungsgemafce Festphase, mindestens eine markierte Hybrldi- 
sierungssonde, einen geeigneten Hybridisierungspuffer und eine Hybridi- 
sierungskammer gegebenenfalls verbunden mit einer Pumpvorrichtung und 
einer Temperaturkontrollvorrichtung. Die Vorrichtung kann zum Nachweis 
der Bindung von markierten Hybridisierungssonden an immobilisierte 
Biopolymere verwendet werden. Gebundene Hybridisierungssonden konnen 
von der Festphase ohne Verlust immobilisierter Biopolymere abgelost 
werden, wodurch der Einsatz der Vorrichtung fur einen oder mehrere 
weitere Hybridisierungszyklen ermoglicht wird. 



rungspuffer, der 



1 bis 50 mM divalente Metallionen, insbesondere Magne- 



In einer bevorzugten Ausfuhrungsform wird als Hybridisierungssonde ein 
Gemisch mehrerer unterschiedlicher cDNA-Molekule verwendet. Dieses 
cDNA-Molekulgemisch ist erhaltlich durch ein Verfahren das die gleichzeitige 
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Amplifikation und Markierung von cDNA-Molekulen beinhaltet und die 
Schritte umfatet: 

(a) Bereitstellen von RNA-Molekulen, vorzugsweise eine Population 
unterschiediicher RNA-Molekule, z.B. Gesamt-RNA, mRNA oder 
andere RNA-Fraktionen aus einer biologischen Probe, 

(b) Reverses Transkribieren der RNA-Molekule unter Verwendung 
geeigneter Primer ohne Einfuhrung von Markierungsgruppen in die 
resultierenden cDNA Molekule, 

(c) gleichzeitiges Markieren und Amplifizieren der cDNA Molekule unter 
Verwendung eines oder mehrerer markierter Deoxyribonukleosid- 
triphosphate und 

(d) gegebenenfalls Aufreinigen der resultierenden cDNA Molekule. 

Die Reverse Transkription wird vorzugsweise durch Poly-dT-Priming 
durchgefuhrt, wobei ein Poly-dT-Primer, der zusatzlich einen Abschnitt einer 
kodierenden Region enthalt, unter Bedingungen verwendet wird, bei denen 
zusatzliche Nukleoside an das 3'-Ende der revers transkibierten cDNA 
angefugt werden (z.B. die Superscript II Reverse Transkriptase von 
GIBCO/Life Technologies, die 3 C-Reste anfugen kann) und eines 
entsprechenden komplementaren Oligonukleotids (z.B. eines SMART- 
Oligonukleotids mit einer 5'-GGG-Region von Clontech). Die Amplifikation 
erfolgt vorzugsweise mittels PCR, wobei ein zur kodierenden Region 
komplementarer Primer und eine Nukleosidtriphosphatmischung, die ein oder 
mehrere markierte Triphosphate enthalt, verwendet wird. Die Markierung 
kann eine radioaktive Markierungsgruppe sein. Bevorzugt sind jedoch 
Fluoreszenzgruppen wie etwa Fluorescein, CY5 und CY3. 

Die Einfuhrung der Markierungsgruppen wahrend des Amplifikationsschritts 
hat den Vorteil, da£ groftere Mengen markierter Sonden erhalten werden. 
Weitere Vorteile dieser Prozedur sind eine hohere Signaldynamik wahrend 
der Messung und die Moglichkeit, unterschiedliche Markierungsgruppen zu 
verwenden. 



- 12 - 

In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform werden zusatzlich wah- 
rend des Amplifikationsschrittes 5'-aminomodifizierte Nukleotide wie in 
PCT/EP99/02320 beschrieben als Bausteine fur die enzymatische Synthese 
der Amplifikationsprodukte verwendet. Die auf diese Weise hergestellten 
Amplifikationsprodukte enthalten labile P-N-Bindungen, die unter definierten 
Bedingungen (siehe oben) gespalten werden konnen. So wird nach Beendi- 
gung des Hybridisierungsexperiments das Ablosen markierter Hybridisie- 
rungssonden von der Festphase erleichtert, wodurch eine weitere Erhohung 

derAnzahlvonmoglichenRehybridisierungszyklenfurdieFestphaseerreicht 
wird. 

Noch ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zur Auftren- 
nung von doppelstrangigen Nukleinsauren aufgrund ihrer Basensequenz, wo- 

beieinerderdiedoppelstrangigenNukleinsaurefragmentebildendenNuklein- 
saurestrange mindestens einen 5'-aminomodifizierten Nukleotidbaustein 
enthalt. 

Die Auftrennung von doppelstrangigen Nukleinsauren aufgrund ihrer Basen- 
sequenz erlaubt die Unterscheidung v on im wesentlichen gleich langen 

Nukleinsaurefragmenten, die sich nur durch ihre Basensequenz unterschei- 

den. Bei einer derartigen Auftrennung erfolgt ein zumindest partielles 
Aufschmelzen der Nukleinsauredoppelstrange beispielsweise durch einen 
Temperaturgradienten oder einen Gradienten von Denaturierungsmittel. Das 
AusmaG dieses Aufschmelzens wird bei gegebenen Bedingungen durch die 
Starke der Basenpaarung zwischen den beiden Nukleinsauren bestimmt und 
ist somit von der spezifischen Nukleinsauresequenz abhangig. Derartige 
Verfahren werden beispielsweise zur Mutationsanalyse, z.B. zur Analyse 
von Punktmutationen, verwendet. Bei Einbau von 5'-aminomodifizierten 
Nukleotidbausteinen in einen der beiden Nukleinsaurestrange, z.B. durch 
Verwendung entsprechender Primer, kann - bei entsprechender Temperatur- 
erhohung - eine ortsspezifische Spaltung des modifizierten Nukleinsaure- 
stranges an einer jeweils gewunschten Position erfolgen. Vorzugsweise 
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werden die 5'-aminomodifizierten Nukleotidbausteine an derjenigen Position 
bzw. denjenigen Positionen eingebaut, wo eine Mutation vermutet wird. 
Eine wahrend der Auftrennung durch eine entsprechende Matrix, z.B. ein 
Gelmedium oder eine flussigkeitschromatographische Trennmatrix, bei 
Einstellung entsprechender Temperaturbedingungen erfolgende Spaltung der 
P-N-Bindung am 5'-aminomodifizierten Nukfeotidbaustein fuhrt zu einer 
signifikanten Verbesserung des Auftrennungsverhaltens und somit zu einer 
besseren Unterscheidung zwischen unterschiedlichen Nukleinsaurefrag- 
menten gleicher Lange, aber unterschiedlicher Sequenz. 

Der ortsspezifische Einbau von 5'-aminomodif izierten Nukleotidbausteinen 
erfolgt vorzugsweise durch Auswahl von Kombinationen geeigneter Primer 
und 5'-aminomodifizierten Nukleosidtriphosphaten und Erzeugen eines 
modifizierten Komplementarstrangs durch Primerextension. 

Weiterhin soil die Erfindung durch die nachfolgenden Beispiele erlautert 
werden. 

Beispiele 

1. Herstellung einer aktivierten Festphase unter Verwendung von 

aromatischen trisubstituierten Aminen 
1.1 Derivatisierung von Glasoberflachen 

Standard-Objekttrager (Menzel) wurden mit konzentrierter Chromschwefel- 
saure bei Raumtemperatur fur 1 h gereinigt und danach mit bidestilliertem 
Wasser gewaschen. Dann wurden die Objekttrager fur 1 h bei Raumtempe- 
ratur in 65 %ige Salpetersaure gegeben und danach mit bidestilliertem 
Wasser gewaschen. AnschlieGend wurden die Objekttrager fur 1 h bei 
Raumtemperatur in halbkonzentrierte Salzsaure gegeben und danach wieder 
mit bidestilliertem Wasser gewaschen. 



• 
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Nach Trocknung wurden die Objekttrager mit 1 % Trimethoxy-3-amino- 
propylsilan in wasserfreiem Toluol oder Dichlormethan oder in 
Methanol: Wasser ( 1 : 1 ) fur 3 h bei Raumtemperatur behandelt und danach 
3 h bei 1 10°C getrocknet. 

Derivatisierte Objekttrager des Typs CSA 1 00 (CEL Associates, Texas, USA) 
konnen fur die meisten Anwendungen ebenfalls eingesetzt werden. 

1.2 Aktivierung der Oberflachen 

2 g Cyanurchlorid wurden in 20 ml trockenem Aceton gelost und zu 1 80 ml 
trockenem N,N-Dimethylformamid (DMF) gegeben. Anschlieftend wurden 
500 fi\ N,N-Diisopropylethylamin zugesetzt. Die gemaG 1.1 hergestellten 
Objekttrager wurden bei Raumtemperatur fur 30 min in diese Losung gege- 
ben und anschliefSend 2 min mit DMF und 2 min mit Aceton gewaschen. 
Nach Trocknung sollten die Objekttrager sofort verwendet werden. 

2. Herstellung einer aktivierten Festphase unter Verwendung von 

Dialdehyden 
2.1 Derivatisierung von Glasoberflachen 



Standard-Objekttrager (Menzel) wurden wie unter 1.1 beschrieben mit 
Chromschwefelsaure, Salpetersaure und Salzsaure gereinigt und an- 
schlielSend getrocknet. 

2.2. Aktivierung der Oberflachen 

Die Objekttrager wurden in eine 25%ige Losung von Glutardialdehyd in 
bidestilliertem Wasser gegeben und dort fur 24 h stehen gelassen. 
AnschlieGend wurden die Objekttrager aus der Losung entnommen und mit 
bidestiliertem Wasser gewaschen und getrocknet. 
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3. Herstellung einer aktivierten Festphase unter Verwendung von 
Isocyanaten 

3.1 Derivatisierung von Glasoberflachen 

Standard-Objekttrager (Menzel) wurden wie unter 1.1 beschrieben mit 
Chromschwefelsaure, Salpetersaure und Salzsaure gereinigt und an- 
schlie&end getrocknet. 

3.2 Aktivierung der Oberflachen 

Die Objekttrager wurden mit 1% 3-lsocyanato-propyl-dimethylchlorsilan in 
wasserfreiem Toluol fur 3 h bei Raumtemperatur in Kontakt gebracht und 
anschliefcend getrocknet. 

4. Kovalente Bindung von DNA an aktivierte Glasoberflachen 

5'-(C 6 )-aminomodifizierte oder 5'-(C 12 )-aminomodifizierte Oligonukleotide 
wurden manuell unter Verwendung einer Standardpipette auf die aktivierten 
Oberflachen aufgespottet. Zum Aufspotten wurden 0, 1 M Natriumcarbonat 
pH 10 mit einer Oligonukleotid-Konzentration zwischen 2 bis 50 
verwendet. Es wurden Volumina von etwa 0,05 /j\ auf eine Oberflache von 
etwa 1 mm 2 aufgebracht. 

Die aufgespotteten Oligonukleotide wurden getrocknet und dann in eine mit 
destilliertem Wasser gefullte Hybridisierungskammer gegeben und dort bei 
50°C fur etwa 1 bis 4 h inkubiert. Anschliefcend wurden die Objekttrager 
in Wasser oder Pufferlosung gewaschen und getrocknet. 
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5. Charakterisierung der Bindung von immobilisierten IMukleinsauren an 
die Festphase 

Die Stabilitat der kovalenten Bindung von 5'-(C 6 )-aminomodifizierten oder 
5 5'-{C 12 )-aminomodifizierten Oligonukleotiden an die Festphase wurde gete- 
stet. Hierzu wurden Oligonukleotide verwendet, die am 3'-Ende mit Fluores- 
cein oder CY5 markiert waren. Die an die aktivierte Oberflache gebundenen 
Oligonukleotide wurden in Wasser oder Hybridisierungspuffer bei erhohten 
Temperaturen fur unterschiedliche Zeitintervalle inkubiert. 

m m Die Stabilitat der kovalenten Immobilisierung wurde uber das Integral des 
Fluoreszenzsignals bestimmt. Die Menge gebundener Oligonukleotide wurde 
durch Vergleich mit einer Eichkurve bestimmt, die durch Fluoreszenz- 
scanning bekannten Mengen an Molekulen aufgezeichnet wurde. 

15 

Die Ergebnisse fur die Stabilitat der kovalenten Bindung sind in der 
folgenden Tabelle gezeigt: 





Zeit 


0 


30 


90 


150 


210 




20 


T = 90°C 


90,7 


96,0 


88,4 


102,4 


102,4 






T = 85°C 


87,1 


101,8 


91,8 


95,3 


92,4 






T = 80°C 


99,9 


103,8 


97,8 


103,5 


102,5 





Es ist ersichtlich, daft selbst nach langerer Inkubation bei erhohter 
Temperatur keine signifikante Ablosung der immobilisierte Oligonukleotide 
erfolgt. 



Die Bindekapazitat der Festphase betragt bis zu einigen 100 fmol 
30 Oligonukleotid/mm 2 . 



• 
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6. Herstellung modifizierter PCR-Produkte 

Eine PCR wurde unter Verwendung 5'-(C 6 )-aminomodifizierter oder 5'-(C 12 )- 
aminomodifizierter Primer durchgefuhrt. Die Herstellung dieser Primer 
5 erfolgte durch chemische Synthese nach "Standard-Amidit-Chemie" aus 
kommerziel! erhaltlichen Synthesebausteinen. Als Primer wurden sowohl 
Standardprimer als auch genspezifische Primer verwendet. Die PCR wurde 
unter Standardbedingungen durchgefuhrt. Die resultierenden modifizierten 
PCR-Produkte wurden wie unter Punkt 4 beschrieben an einer Festphase 
^^^^a immobilisiert. 

7. Simultane Amplifikation und Fluoreszenzmarkierung von cDNA-Pools 
mit unbekannten Sequenzen 

15 Anstelle der Einfuhrung von Fluoreszenzmarkierungen wahrend der Reversen 
Transkription wurde die RNA zunachst in cDNA revers transkribiert und 
anschliefcend in einem zweiten Schritt simultan markiert und amplifiziert. 

Die Reverse Transkription (RT) wurde gemafc der im SMART PCR cDNA- 
Jo Synthesekit (Clontech, Produktbroschure Seite 19) durchgefuhrt. 

^^^^ Eine typische Prozedur ist nachfolgend angegeben. 

Komponenten des Reaktionsansatzes: 
25 - 4 /j\ cDNA (aus RT) 

33 //I Wasser 

5 jj\ 10 x cDNA PCR-Puffer (Clontech, SMART PCR cDNA 
Synthesekit) 

6 /j\ Nukleotidmix 

30 - fur die Markierung mit Fluorescein ist der PCR Fluorescein Labelling 
Mix von Boehringer Mannheim geeignet; 
fur CY5 oder CY3 wird folgendes Protokoll verwendet: 



# 
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Verbindung 


5 x konz. 
[nM] 


Konzentration 
der Stammlosung 
[nM] 


Volumen 
\JJ\] 


t o-uu i V* oaer 
CY3-dUTP 




1 


25 


dTTP 


1 


100 


0,5 


dATP 


2,5 


100 


1,25 


dCTP 


2,5 


100 


1,25 


dGTP 


2,5 


100 


1,25 


Wasser j 


/ 


/ 


20,75 


z 









1 fj\ PCR-Primer (10 //M, Clontech, SMART PCR cDNA Synthesekit) 
1 jj\ 50 x Advantage cDNA-Polymerasemix (Clontech, SMART PCR 
cDNA Synthesekit) 



15 Das Reaktionsvolumen betragt insgesamt 50 Die Reaktion wird in 
folgenden Zyklen durchgefuhrt: 95°C 1 min; 24 Zyklen: 95°C 15 s, 65°C 
30 s und 68°C 8 min. 

Beispiel 8 Hybridisierung 

Die gereinigte markierte Sonde (PCR-Produkt gemaft Beispiel 7, zweimal 
uber Microcon Membranen, vorzugsweise Microcon 1 00 Membranen gerei- 
nigt) wurde in 1 x Annealing Puffer (1 M Tris HCI pH 8,0; 100 mM MgCI 2 
oder 5 x SSC) in der jeweils gewunschten Konzentration (vorzugsweise so 

25 hoch wie moglich, z.B. 25 mM) gelost. 10 bis 25 p\ der Losung wurden auf 
die in Beispiel 4 hergestellten Objekttrager aufgebracht. Anschlie&end 
wurden die Objekttrager versiegelt, beispielsweise durch Abdecken mit 
einem weiteren ggf. hydrophobisierten (z.B. mit Trimethylchlorsilan) 
Objekttrager. Nach 1 h erfolgte eine Denaturierung bei 80°C fur mindestens 

30 3 min und dann eine Inkubation bei der gewunschten Hybridisierungstem- 
peratur fur 4 bis 36 h. Bevorzugte Bedingungen fur die Hybridisierung mit 



# 
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Oligonukleotiden waren 4°C fur 8 bis 1 2 h unter Verwendung von Losun- 
gen mit einer Konzentration von 2 //M Oligonukleotid in 100 mM Tris HCI 
pH 8,0, 10 mM MgCI 2 . Dann wurde in 0,1 x SSC bei einer fur die jeweils 
gewunschte Stringenz ausreichenden Temperatur gewaschen. 

Der Nachweis der Fluoreszenzsignale erfolgte unter Verwendung eines Fuji 
FLA2000 Fluoscanner oder eines Fluoreszenzmikroskops und einer CCD 
Kamera. 



1 5 



20 




25 



30 



Bei Verwendung zweier unterschiedlicher kovalent gebundener Primer {18- 
mere) mit verschiedenen Sequenzen, die mit einer Losung eines fluores- 
zenzmarkierten Oligonukleotids, das zu einem der gebundenen Molekule 
vollstandig und zu dem anderen teilweise (30%) komplementar war, konnte 
eine spezifische Hybridierung ausschlie&lich mit dem vollstandig 
komplementaren Primer gezeigt werden. 

Urn die Wiederverwendbarkeit der beschichteten Festphasen zu testen, 
wurden die hybridisierten DNA-Molekule (Oligonukleotide) durch Waschen 
bei 90 °C fur 20 - 60 min unter leichtem Schutteln dehybridisiert. Die 
Dehybr i d i sierurtg wu r de dufc l i F l uo r eszenzmebsui ly nachgewresgrr: Ndih 
vollstandiger Dehybridisierung zeigten die Chips kein Fluoreszenzsignal mehr 
und konnten fur eine zweite Hybridisierungsrunde verwendet werden. Eine 
Wiederverwendung war mehrere Male (mindestens funfmal) ohne signifikan- 
ten Verlust gebundener DNA-Molekule moglich. 

Beispiei 9 Nichtkovalente Immobilisierung 

Die Bindung von DNA an die Festphase mufc nicht definiert kovalent sein, 
sondern kann auch mit N-{6-Aminohexyl)aminopropyltrimethoxysilan erfol- 
gen. Dazu wurden die zu modifizierenden Glaser einer 0,01 -3%igen Losung 
von N-(6-Aminohexyl)aminopropyltrimethoxysilan in MethanohWasser ( = 
1:1) ausgesetzt und ca. 1 -3 h bei Raumtemperatur unter leichtem Schuttein 
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reagieren gelassen. Danach wurden die Glaser ausgiebig mit Methanol, 
Wasser und wieder Methanol gewaschen. Uberschussiges Methanol wurde 
durch Zentrifugation bei 500 U/min entfernt und die Glaser bei 130°C ca. 
3 h in einem Ofen reagieren gelassen. Nach dem Abkuhlen auf Raumtempe- 
ratur wurde die aufzubringende DNA (mit oder ohne 5'-Aminomodifikation) 
in Wasser oder Puffer gelost aufgetropft. Die Anbindung der DNA an das 
modifizierte Glas erfolgte durch einstundiges Einwirken in gesattigter 
Wasseratmosphare bei ca. 40 bis 50°C und anschlieGendes Backen bei 
110°C fur 10 bis 15 Minuten. Nach dem Abkuhlen auf Raumtemperatur 
waren die so gefertigen DNA-Arrays fur die weitere Vorgehensweise 
(Denaturierung, Hybridisierung, Waschen und Detektion) einsatzbereit. 
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Patentanspruche 
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20 




Verfahren zur kovalenten Immobilisierung von Biopolymeren an eine 
Festphase umfassend die Schritte: 

(a) Bereitstellen einer Festphase ausgewahlt aus metallischen 
Festphasen, oxidischen Festphasen und metallisch-oxidischen 
Festphasen, die auf mindestens einem Teii ihrer Oberflache mit 
Aminogruppen reaktive Gruppen ausgewahlt aus Halogenid-, 
Aldehyd-, Epoxid-, Isocyanat- und Isothiocyanatgruppen 
enthalt, 

(b) Bereitstellen eines Biopolymers mit einer reaktiven 
Aminogruppe und 

(c) kovalentes Immobilisieren des Biopolymers an die Festphase. 

Verfahren nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet, 

daft die mit Aminogruppen reaktiven Gruppen der Festphase 
ausgewahlt werden aus Arylhalogenid-, Aldehyd- und 
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Isocyanatgruppen. 

Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, 
dadurch gekennzeichnet, 

daft die Festphase ausgewahlt wird aus Silicium, Siliciumdioxid, 
Silicatglasern und Silicium/Siliciumdioxid. 



30 



Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

daft die Festphase eine Struktur der allgemeinen Formel (I) umfaftt: 



Z - R 



(I) 
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worin Z Silicium, Siliciumdioxid, ein Silicatglas oder eine 
oxidierte Siliciumschicht bedeutet, 

R - (CH 2 ) n -Cl 

y/ ° 

- (CH 2 ) n -N = CH- (CH 2 ) m -C 

H 

CI 

- <CH 2 ) n -NH-' O N 

N N-< 

CI 



O 
/ \ 

:CH 2 ) n -CH-CH 2 



S (O) 
II 

(CH 2 ) n -NH-C-NH-R' -N=C = S (O) 



(CH 2 ) n -NH-CH 2 - <CH 2 ) m -C oder 

H 



bedeutet, 

R' einen Alkylen- oder Arylenrest, insbesondere einen 1 ,4 
Phenylenrest bedeutet, und 

n und m jeweils eine positive ganze Zahl vorzugsweise von 1 bis 20 
bedeuten. 



Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

date die Biopolymere ausgewahlt werden aus Nukleinsauren und 
Nukleinsaureanaloga. 
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Verfahren nach Anspruch 5, 
dadurch gekennzeichnet, 

daG, aminomodifizierte Nukleinsauren oder Nukleinsaureanaloga mit 
einer Struktur der allgemeinen Formel (II) verwendet werden: 

R 1 NH-X-NS (M) 




1 5 




worm 

R 1 

NS 

X 



Wasserstoff oder eine (VCg-Alkylgruppe bedeutet, 
eine Nukleinsaure, insbesondere eine DNA oder ein 
Oiigonukleotid, oder ein Nukleinsaureanalogon bedeutet, 
eine chemische Bindung oder eine Linkergruppe bedeutet und 
X mit dem 5'- oder/und 3'-terminalen Baustein von NS 
verknupft ist. 



Verfahren nach Anspruch 6, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafc NS eine Nukleinsaure ist und R 1 NH-X uber das B'-C-Atom des 5'- 
terminalen Zuckerrests, insbesondere eines Deoxyriboserests, mit NS 



"20 verknuptt ist. ~ 

8. Verfahren nach Anspruch 6 oder 7, 

dadurch gekennzeichnet, 

O 
II 

25 daft X -<CH 2 ) n1 - oder (CH 2 ) n1 -0-P- 

OM 

bedeutet, worin 

n1 eine positive ganze Zahl oder 0, insbesondere von 1 bis 20, 
z.B. 3,6 oder 12 bedeutet und 
30 M Wasserstoff oder ein Kation bedeutet. 
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Verfahren nach einem der Anspruche 6 bis 8, 
dadurch gekennzeichnet, 

daft aminomodifizierte Nukleinsauren durch enzymatische Synthese 
und anschlieteende ortsspezifische Spaltung an der Aminogruppe 
erzeugt werden. 

Verfahren nach einem der Anspruche 6 bis 9, 
dadurch gekennzeichnet, 

date die Festphase nach Immobilisierung des Biopolymers eine 
Struktur der allgemeinen Formel (II!) umfaftt: 



Z-R 2 -Y-X-NS (III) 



worin 2 eine Festphase bedeutet, 
R 2 - (CH 2 ) n2 - bedeutet, 
Y - N=CH- (CH 2 ) m -CH=N-, 

- NH-CH 2 - (CH 2 ) m -CH 2 -NR 1 " / 

- NR 1 -, 

CI (OH) 

N-< 



- NH- O N 

NR 1 - 

S(O) S(O) 

II II 

- NH-C-NH- R' -NH-C-NR 1 - 



oder 



OH 
I 

- CH- CH 2 -NR 1 - 

bedeutet, R' # R 1 , NS und X wie in Anspruch 6 definiert sind, 

n2 eine positive ganze Zahl oder 0, insbesondere von 1 bis 20, 

z.B. 1, 3, 6 oder 12 bedeutet, und 
m wie in Anspruch 4 definiert ist. 



# 
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1 1 . Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 10, 
dadurch gekennzeichnet, 

date die Biopolymere in einer Array-Struktur auf die Festphase 
aufgebracht werden. 

1 2. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 1 1 , 
dadurch gekennzeichnet, 

date das Aufbringen der Biopolymere durch Mikroinjektionspipetten 
erfolgt. 

1 3. Festphase mit immobiiisierten Biopolymeren umfassend eine Struktur 
der allgemeinen Formel (III) wie in Anspruch 10 definiert. 

14. Festphase nach Anspruch 13, 
dadurch gekennzeichnet, 

date sie eine Array-Struktur mit mehreren unterschiedlichen 
Biopolymeren auf jeweils separaten Fiachenbereichen enthalt. 

15. Festphase nach Anspruch 13 oder 14, 
dadurcn gekennzeichnet, 

daft die einzelnen Flachenbereiche einen Durchmesser von etwa 0,5 
bis 10 /vm aufweisen. 

1 6. Verwendung einer Festphase hergestellt nach einem der Anspruche 
1 bis 1 2 oder einer Festphase nach einem der Anspruche 1 3 bis 1 5 
zur Untersuchung von Wechselwirkungen zwischen den 
immobiiisierten Biopolymeren und freien Biopolymeren. 

17. Verwendung nach Anspruch 16, 
dadurch gekennzeichnet, 
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date die freien Biopolymere ausgewahlt werden aus Nukleinsauren, 
Nukleinsaureanaloga, peptidischen Nukleinsauren (PNA), Peptiden, 
Polypeptides Lipiden und Kohlenhydraten. 

18. Verwendung nach Anspruch 16 oder 17, 
dadurch gekennzeichnet, 

daft die immobilisierten Biopolymere ausgewahlt werden aus 
Nukleinsauren, Nukleinsaureanaloga und PNA und eine auf eine 
Hybridisierung basierende Wechselwirkung mit freien Biopolymeren 
untersucht wird. 

1 9. Verwendung nach einem der Anspruche 1 6 bis 1 8 zur Sequenzierung 
von Nukleinsauren. 

20. Verwendung nach einem der Anspruche 16 bis 18 fur 
Untersuchungen der Expression von Genen, der Funktion von Genen 
und des Metabolismus. 

21. Vorrichtung zur Durchfuhrung von Untersuchungen von auf einer 
Hybnaisierung oasierenden Wechselw irkungen von I mmob l llsierTen 
und freien Biopolymeren, umfassend eine Festphase hergestellt nach 
einem der Anspruche 1 bis 1 2 oder eine Festphase nach einem der 
Anspruche 14 bis 16, mindestens eine markierte 
Hybridisierungssonde, einen Hybridisierungspuffer und eine 
Hybridisierungskammer gegebenenfalls verbunden mit einer 
Pumpvorrichtung und einer Temperaturkontrollvorrichtung. 

22. Verwendung der Vorrichtung nach Anspruch 21 in einem Verfahren 
zum Nachweis der Bindung von Hybridisierungssonden an 
immobilisierte Biopolymere. 
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23. Verwendung nach Anspruch 22 umfassend das Ablosen gebundener 
Hybridisierungssonden von der Festphase und den Einsatz der 
Vorrichtung fur weitere Hybridisierungszyklen. 



24. Verwendung nach Anspruch 22 oder 23, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafe Hybridisierungssonden verwendet werden, die 5'- 
aminomodifizierte Nukleotidbausteine enthaiten. 



25. Verwendung nach Anspruch 24, 
dadurch gekennzeichnet, 

da& gebundene Hybridisierungssonden einer ortsspezifischen 
Spaltung an der P-N-Bindung der 5'-aminomodifizierten 
Nukleotidbausteine unterzogen und dann von den auf der Festphase 
immobilisierten Biopolymeren abgelost werden. 



26. Verfahren zur gleichzeitigen Amplifikation und Markierung von cDNA- 

Molekulen umfassend die Schritte: 

(a) Bereitstellen von RNA-Molekulen, 

ftr) Reve r ses T r ansk ri bie r en de r RNA-Mu l ekule otrrre Einfuhmny 

von Markierungsgruppen indie resultierenden cDNA-Molekule, 

(c) gleichzeitiges Markieren und Amplifizieren der cDNA-Molekule 
unter Verwendung von mit markierten Deoxyribonukleosidtri- 
phosphaten und 

(d) gegebenenfalls Aufreinigen der resultierenden markierten 
cDNA-Molekule. 



27. Verfahren nach Anspruch 26, 
dadurch gekennzeichnet, 

da& die in Schritt (a) bereitgestellten RNA-Molekule eine Population 
unterschiedlicher RNA-Molekule, z.B. Gesamt-RNA, mRNA oder 
andere RNA-Fraktionen aus einer biologischen Probe enthaiten. 
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28. Verfahren nach Anspruch 26 oder 27, 
dadurch gekennzeichnet, 

da/S in Schritt (c) mit Fluoreszenzgruppen, die vorzugsweise 
ausgewahlt werden aus Fluorescein, CY3 und CY5, markierte 
Deoxyribonukfeosidtriphosphate verwendet werden. 



^^^^ 
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29. Verfahren nach einem der Anspruche 26 bis 28, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafe wahrend des Amplif izierens 5 '-aminomod if izierte 
Nukleotidbausteine in die cDNA-Molekule eingebaut werden. 

30. Verfahren nach einem der Anspruche 26 bis 29, 
dadurch gekennzeichnet, 

da& in Schritt (c) mindestens einer der fur die Amplifikation 
verwendeten Primer ein 5'-aminomodifizierter Primer ist. 



31. 



~2TT 



Verfahren zu Immobilisierung von Biopolymeren an eine Festphase 
umfassend die Schritte: 

(a) Bereitstellen einer Festphase ausgewahlt aus metallischen 
FesLp ti ase i i, ux i d i su f ie » i fes t phas e n und metall i sch ox i di3chcn 
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Festphasen, die mindestens auf einem Teil ihrer Oberflache 
Aminogruppen enthalt, 

(b) Bereitstellen eines Biopolymers und 

(c) Immobilisieren des Biopolymers an die Festphase, wobei die 
Aminogruppen enthaltende Festphase stabile kovalente oder 
nichtkovalente Wechselwirkungen mit dem Biopolymer 
ausbildet. 



32. Verfahren nach Anspruch 31, 
30 dadurch gekennzeichnet, 
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daft die Aminogruppen der Festphase durch Behandlung der 
Festphasenoberflache mit einer Aminosilylverbindung erzeugt 
werden. 

5 33. Verfahren nach Anspruch 32, 
dadurch gekennzeichnet, 

daft die Aminosilylverbindung eine Struktur der allgemeinen Formel 
IV aufweist: 



(R 1 0) 3 Si-{CH 2 ) n NH-(CH 2 } m NH 2 



(IV) 
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25 



30 



wobei R 1 Wasserstoff oder eine C 1 -C 3 -Alkylgruppe, vorzugsweise 
einen Methylrest, bedeutet und n und m wie in Anspruch 4 definiert 
sind. 

34. Verfahren nach Anspruch 33, 
dadurch gekennzeichnet, 

daft man als Verbindung der Formel IV N-(6-Aminohexyl)- 
aminopropyltrimethoxysilan verwendet. 

35. Verfahren nach einem der Anspruche 31 bis 34, 
dadurch gekennzeichnet, 

daft die Festphase nach Immobilisierung des Biopolymers eine 
Struktur der allgemeinen Formel (V) umfaftt: 

l 

o 

Z-O-Si- (CH 2 ) n -NH- (CH 2 ) m -NH 2 ~ NS (V) 
I 

O 
\ 

wobei NS, Z, n und m wie in Anspruch 10 definiert sind und - eine 
kovalente oder nichtkovalente Wechselwirkung darstellt. 
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Verfahren nach einem der Anspruche 31 bis 35, 
dadurch gekennzeichnet, 

date die Biopolymere in einer Array-Struktur auf die Festphase 
aufgebracht werden. 

Verfahren nach einem der Anspruche 31 bis 36, 
dadurch gekennzeichnet, 

daft das Aufbringen der Biopolymere durch Mikroinjektionspipetten 
erfolgt. 

Festphase mit immobilisierten Biopolymeren umfassend eine Struktur 
der allgemeinen Formel (V) wie in Anspruch 35 definiert. 

Festphase nach Anspruch 38, 
dadurch gekennzeichnet, 

daft sie eine Array-Struktur mit mehreren unterschiedlichen 
Biopolymeren auf jeweils separaten Flachenbereichen enthalt. 

Festphase nach Anspruch 38 oder 39, 

dadurch gekennzeichnet, ~ — 

daft die einzelnen Flachenbereiche einen Durchmesser von etwa 0,5 
bis 10 pm aufweisen. 

Verfahren zur Auftrennung von doppelstrangigen Nukleinsauren 
aufgrund ihrer Basensequenz, 
dadurch gekennzeichnet, 

daft einer der die doppelstrangigen Nukleinsaurefragmente bildenden 
Nukleinsaurestrange mindestens einen 5'-aminomodifizierten 
Nukleotidbaustein enthalt. 

42. Verfahren nach Anspruch 41, 
dadurch gekennzeichnet, 



36. 



37. 



38. 



39. 



40. 
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daG die Auftrennung ein partielles Aufschmelzen der 
Nukleinsauredoppelstrange durch einen Temperaturgradienten 
umfatet. 

43. Verfahren nach Anspruch 41 oder 42 zur Mutationsanalyse. 



Zusammenfassung 



Die Erfindung betrifft Verfahren zur kovalenten Immobilisierung von 
Biopolymeren, insbesondere von Nukleinsauren, an eine Festphase. Dabei 
werden kovalente Bindungen zwischen primaren oder/und sekundaren 
Amingruppen der Biopolymere und mit Aminogruppen reaktiven Gruppen der 
Festphase geschlossen. 
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